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La presente invention conceme un proced6 de synthese directe d^oligorhamnosides. Le 
5 proc6d6 de synthase consiste en une reaction « one-pot » dsxis rac6tonitrile, sans 
aucune reaction de protection ou de deprotection du rhanmose. Le m61ange 
d'oligorhannnosides obtenu presente une activity anti-inflammatoire. 

La reaction inflammatoire est une r6ponse du systeme inamunitaire face une 
10 agression caus6e aux cellules ou aux tissus vascularis6s d'un organisme par un 
pathogene tel que les virus, les bacteries ou bien face a une agression chimique ou 
physique. Souvent douloureuse, rinflammation est generalement une reponse de 
guerison. Cependant dans certains cas, (arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les 
maladies autoimmunes. . .) elle pent avoir des consequences plus graves que le stibcnulus 
15 d'origine. 

Les reactions d'hypersensibilit6 de contact correspondent a des reactions d^immunite 
sp6cifique dirigSes centre des antigdnes localises sur des cellules ou dans les tissus, k 
I'origine de lesions cellulaires ou de reactions inflammatoires. Ces r6actions 
d'hypersensibilit6 peuvent se d6velopper dans le cadre des mecanismes de defense vis- 
20 ^-vis d'un microorganisme pathog6ne ou dans le cas de r6actions allergiques. Elles 
font intervenir dijSerents types de cellules et en particulier les cellules de la peau, 
certains leucocytes, sans oublier les cellules endotheliales dont le rdle est preponderant 
dans les r6actions inflammatoires. 

Les interactions intercellulaires qui interviennent alors impliquent generalement des 
25 phenomenes de recotmaissances specifiques entre ligands et recepteiurs. Au cours de 
ces vingt demieres annees, de nombreux rdcepteurs de surface cellulaires ont ete 
identifies, tels que des proteines capables d' assurer une recomiaissance specifique avec 
certains sucres comme le fucose et le rhamnose. 

Les lectines sont des prot6ines implant6es dans les membranes des cellules eucaryotes, 
30 et jouent un r61e tres important dans les ph6nomenes d'adhesion et de reconnaissance 
entre cellules notamment lors des processus inflammatoires. Les lectines 
membranaires sont impliqu6es en particulier dans I'endocytose, le trafic intracellulaire 
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des glycoconjugues et la penneabilit6 endotheliale. De plus, ces prot6ines, souvent 
transmembranaires, contribxient a la reconnaissance specifique de Tantigene (domaine 
extracelliilaire) et a Tactivation des cellules (domaine intracellulaire). Les lectines 
peuvent recoiMialtre sp6cij5quement certains sucres, notamment le rhamnose. 

5 L'6tude, ainsi que Tutilisation therapeutique d'oligorhanmosides, impliquent de plus 
en plus de disposer de ces produits en grande quantity. Malheureusement ceux-ci sont 
difificiles a isoler sous une forme homogene a partir de cellules vivantes, de par le fait 
qu'ils existent sous la forme de melanges microh6t6rog6nes. La purification de tels 
composes, lorsque cela est possible, est dif&cile et aboutit g6n6ralement k de tths 

10 faibles rendements. Ces contraintes montroQt TinterSt de di^oser d'une methode de 
synthese simple et efficace d'oligorhamnosides. 

De nombreux chercheurs se sont essayes au cours du siecle dernier a proposer deg 
methodes originales dans la synthese d'oligosaccharides. Les premieres ont ete initiees 

15 avec Fischer, Koenigs et Knorr, Lemieux (Lemieux, R.U., Morgan, A.R., The^ 
preparation and configurations of tri-O-acetyUalpIia-D-glucopyranose 1,2^- 
(orthoesters). Canadian journal of chemistry, 1965. 43: p. 2199-2204) qui introduirent 
les notions deactivation et de protection des imit6s saccharidiques. Ensuite, Paulsen 
(Paulsen, R, Kutschker, W., Lockhof^ O., Building units for Oligosaccharides, 

20 XXXni: synthesis of beta-glycosidically linked disaccharides of L-rhamnose. Chemical 
Berstein, 1981. 114: p, 3233-3241), et plus recemment Schmidt et Seeberger 
(Seeberger, P.H.H.W.C., Solid-phase oligosaccharides synthesis and combinatorial 
carbohydrate librairies. Chemical reviews, 2000. 10D(n^l2): p. 4349-4393; Seeberger, 
P.H.,.Plante, O.l.y Synthesis of oligosaccharides^. reagents andjnethods related thereto,..^ 

25 2001, MTT (Cambridge MA): United States, p. 50) proposerent des methodes plus 
complexes sur support solide aJBn d'ameliorer les rendements et la specificite des 
reactions. La synthese d' oligosaccharides avait comme objectif d' exploiter leur 
biocompatibiUte afin de trouver de nouvelles substances therapeutiques. Cependant, 
ces methodes reposent sur des strategies qui necessitent toutes des etapes de protection 

30 et de deprotection des sucres. Ces methodes de synthese restent done lourdes et 
s'accompagnent malheureusement de rendements tres faibles diminuant les possibilites 
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d'industrialisation. H est done primordial de trouver un proc6de original adapt6 qui 
permettrait la synthese de ces composes avec un minimum d'6tapes reactionnelles. 

5 D'une maniere suxprenante, les invaiteurs ont decouvert qu^il 6tait possible de 
synth6tiser directement dans racetonitrile des oligorhamnosides (synthase « one-pot ») 
sans aucune r6action de protection ni de d6protection du rhamnose. 
Cette synthese en une seule etape r6actionnelle utilise les proprietes particulidres de 
solubilit6 du rhamnose dans rac6tonitrile : le rhamnose est trfes peu soluble dans 

10 r ac6tonitrile J&oid et peu soluble k chaud. 

Au sens de la presente invention, on entend par « oligorhamnoside » tout oligomere 
constitue de motifs rhanmoses, de configuration 16vogyre ou dextrogyre, 
avantageusement levogyre, lies entre eux par des liaisons glycosidiques de 
1 5 configuration a ou jS. Ledit oligom&re pent etre lineaire ou sous forme ramifiee. 

La presente invention conceme un procede de pr^aration d'oligorhanmosides 
comprenant les 6tapes successives suivantes : 

a) auto-condensation du rhamnose en une seule et^e r^actionnelle dans 
20 rac6tonitrile en pr6sence d*un catalyseur acide et precipitation des 

oligorhamnosides ainsi formes ; puis 

b) recuperation du precipite obtenu suite a Tetape a), comprenant les 
oligorhamnosides, par filtration. 

L'originalit6 du proc6d6 tient au fait que la reaction d'auto-condensation du rhamnose 
25 dans Tacetonitrile se fasse directement sans etape preliminaire de protection des 
fonctions hydroxyles du rhamnose et, de la meme maniere, sans etape successive de 
deprotection des fonctions hydroxyles du rhamnose. 

Lors de ladite etape a), on travaille avantageusement en milieu homog^ne pour limiter 
Texces de rhamnose dans le brut final, tout en travaillant a saturation pour assurer la 
30 precipitation rapide des oligorhamnosides. Ainsi, la solution d'ac6tonitrile est 
avantageusement saturee en rhamnose. 
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Le melange rhamnose, acetonitrile et catalyseur acide est avantageusement mis h reagir 
sous chauffage et eventuellement sous agitation, k une temperature comprise entre 20 
et 120°C, encore plus avantageusement entre 35 et TS^^C. La temperature 
d'autocondensation ne doit pas depasser 120®C afin d'eviter ime degradation des 
5 sucres. D'une maniere avantageuse, la temperature de chauffage est d'environ 65**C a 
pression atmospherique. Le melange rhamnose, ac6tonitrile et catalyseur acide est 
avantageusemrat melang6 de 5 minutes k 24 heures, encore plus avantageusement 3 
heures. 

Dans la chimie des sucres, il est txhs classique d'utiliser un catalyseur acide pour 
10 fevoriser la formation de liaisons glycosidiques. Dans le cadre de la pr6sente invention, 
le catalyseur acide est avantageusement choisi dans le groupe constitue par T acide 
chlorhydrique, I'acide sulfiirique, Pacide phosphorique, I'acide ortho-, meta-, et para- 
tolu^ne sulfonique, T acide benzene-sulfonique, les acides benzfene-sulfoniques.,: 
substitues, I'acide methane-sulfonique, les acides de Lewis, notamment le chlorure de « 
15 zinc ou le chlorure ferrique, des argiles acides, notamment la montmorillonite K-10,:r 
des resines acides synthetiques, les zeolithes ou leurs combinaisons. 
Les acides benzene-sulfoniques substitu6s sont avantageusement les acides ortho-, 3 
m6ta-, para-bromobenzfenesulfonique, !j 
Les acides de Lewis sont par exemple le chlorure de zinc, le chlorure fenique ou tout 
20 autre halog^nure de m6tal, m6talloMe ou lanthanide. 

Comme exemple de resines acides synfh6tiques, on peut notamment citer les r6sines 

acides synthetiques de type « Amberlyst® », « Amberlite® » ou « Dowex® ». 

La quantite de catalyseur doit Stre contr616e car la reaction est tres rapide. Afin de 

contrqler davantage la reaction,. il est necessaire de ralentir cette. reaction. La quantite. - 

25 de catalyseur acide ajoutee est avantageusement fixe. La quantite de catalyseur ajoutee 
correspond avantageusement a environ 0,1 mole de catalyseur pour 1 mole de 
rhamnose. 

L'eau formee pendant la rdaction d'auto-condensation de Tetape a) est 
30 avantageusement eliminee, physiquement ou chimiquement. Comme exemple de 
technique d^elimination physique de Teau formee pendant la synthese, on peut 
notanraient citer la distillation ou Tutilisation d'un adsorbant Comme exemple de 
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technique d' elimination chimique de I'eau foimee pendant la synthese, on peut 
notamment citer I'utilisation d'un agent de dessiccation. 

Selon una variante avantageuse de Tinvention, I'eau fonn6e pendant la r6action 
d'auto-condensation de l'6tape a) est 61iminee au moyen d'un agent de dessiccation 
5 choisi dans le groupe constitu6 par les carbonates, les sulfates, le chlorure de calcium, 
le pentaoxyde de phosphore, des tamis mol6culaires ou des combinaisons de ces divers 
agents de dessiccation. L'agent de dessiccation peut Stre introduit directement dans le 
milieu r6actionnel ou Stre present au niveau des v^eurs de solvant k I'interieur d'une 
cartouche d'extraction solide/Iiquide de type « soxhlet », 

10 

Selon une variante de I'invention, la reaction d'auto-condensation de I'^tape a) est 
realis6e k pression atmosph6rique et sous atmosphere d'un gaz inerte, tel que I'argon 
ou I'azote. 

Selon une autre variante de I'invention, la reaction d'auto-condensation de I'etape a) 
15 est realis6e k pression r^duite (de pr6f6rence environ 260 mbar), avantageusement en 
autoclave. 

Les r6actifs peuvent 6tre introduits de manifere firactionn^e ou continue de fayon k ce 
que la r6action puisse toujours 6tre r6alisee dans les reports molaires les plus 
favorables. 

20 

Pr6alablement k V€tape b), le melange leactionnel est avantageusement refroidi jusqu'^ 
une temp&rature comprise entre la temp6rature de rdaction de condensation et O'^C, 
encore plus avantageusement jusqu'a la temperature ambiante, c'est-i-dire environ 
jusqu'a 20**C. 

25 Cette et^e additionnelle de refroidissement favorise la precipitation des 
oligorhamnosides formes lors de I'dtape a). 

Le precipite recup6r6 lors de I'6tape b) est appel6 precipit6 PI. n est avantageusement 
r6cup^e par filtration telle qu'une filtration sur Bachner. 
30 Ledit precipite PI est avantageusement lav6 k I'acetonitrile. Le filtrat obtenu suite k 
I'etape b) est 6vapor6 sous pression reduite afin de rdcuperer un second pr6cipit6 (P2) 
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contenant le rhamnose n'ayant pas reagi mais aussi des derives rhamnosyles du 
precipite PI passes en solution. 

La precipitation d'oligorhanmosides au cours de la reaction libere des mol6cules de 
solvant (acdtonitrile). Ainsi, il se produit de manifere reversible une solubilisation des 
5 plus faibles masses, et c'est pourquoi le precipite P2 obtenu par evaporation de la 
phase acetonitrile contient une partie riche de rhanmose mais egalement une fraction 
des oligorharanosides synth6tis6s. 

Les oligorhanmosides obtenus presentent un degre de polymerisation maximum egal k 
12, avantageusement compris entre 2 et 9. 

10 On pense que la modification des conditions operatoires ne contribue pas au 
changement de la distribution des masses mais uniquement a une modification de la-, 
cinetique de formation des oligorhanmosides. En eflfet, si on considere qu'a partir - 
d'une certaine taille, im oligomere n*est plus soluble dans I'acetonitrile et pr6cipite, 
alors ce phenomene pent etre accompagne de deux autres phenomdnes sous jacents et > 

15 opposes, Le premier est la liberation de molecules de solvant qxu seront alors 1/ 
disponibles pour solubiliser davantage les oligomeres de plus petites tallies, et le 
second est un phenomene de copr6cipitation. Un oligomfere de masse suffisamment * 
importante peut provoquer la pr6cipitation de ses homologues plus petits lorsqu'il 
devient insoluble dans le milieu reactionneL 

20 Ces trois phenomfenes, de precipitation, copr6cipitation et resolubilisation, sont 
probablement k Torigine d*ime imiformite qualitative, dans la distribution de masse. 
Les motiis rhamnose ont jusqu'a trois de leurs fonctions hydroxyles qui sont 
impliquees dans la formation de haisons glycosidiques. En theorie, le motif rhanmose 
ayant.quatre fonctions. hydroxyles, il.pourrait former quatre -liaisons glycosidiques, 

25 Cependant, lors de la mise en oeuvre du proc6de selon Tinvention, on a constate qu'au 
maximinn trois des fonctions hydroxyles des motifs rhanmose sont impUquees dans la 
formation de liaisons glycosidiques. On pense que ceci est du a des problemes 
d'encombrements steriques. 

Le rendement massique en oligorhanmosides du proced6 selon Tinvention est compris 
30 entre 30 et 60%, par report a la quantity massique de rhamnose introduite. 
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La presente invention conceme ^galement une composition compraiant un melange 
d'oligorhamnosides susceptible d'etre obtenu par le precede selon I'invention, lesdits 
oligorhamnosides contenant de 2 i 12 motifs rhamnose, avantageusement de 2 ^ 9 
motifs rhamGnose. 

5 La distribution des oligorhamnosides en fonction de leur degr^ de polym6risation suit 
^proximativement une loi de distribution du type loi de Poisson. 
Les motifs ihamnoses ont jusqu'i trpis de leurs fonctions hydroxyles qui sont 
impliqu6es dans la formation de liaisons glycosidiques. Les liaisons glycosidiques 
peuvent 6tre des liaisons en a ou des liaisons en /S. 



La presente invention conceme aussi un medicament comprenant une composition 
selon I'invention, c'est-i-dire un melange d'oligorhanmosides tel que d6fini 
pr6cedemment. 

15 Le medicament selon I'invention est avantageusement destin6 k rdgul^ les 
mficanismes tnflammatoiies. 

En particulier, le m6dicament est destin6 k la prevention ou au traitement des reactions 
ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de la peau et/ou des 
muqueuses. Le medicament selon I'invQition est egalement destine k inhiber la 

20 rq)onse immune Uee au stress inflammatoire. 

Le medicament selon I'invention est notamment destine k inhiber I'activation des 
leucocytes, tels que les polynucieaires humains et notamment les neutrophiles et les 
mastocytes humains empSchant la liberation des mediateurs preformes de la reaction 
immunitaire. H permet egalement I'inhibition de I'adhesion des lymphocytes circulants 

25 et des cellules endotheliales empechant ainsi la transmigration de ces leucocytes sur le 
heu de 1 'inflammation. II permet aussi I'inhibition de la secretion des cytokines 
keratinocytaires, activatrices des lymphocytes T et des cellules de Langerhans, telles 
que IL-1, TNF-Q!, ou des molecules d'adhesion, telles que ICAM-1, VCAM, qui 
contibuent au recrutement et au passage tirans-endotheiial des leucocytes. Le 

30 medicament selon I'invention est egalement inhibiteur du phenom&ie d'hyperplasie 
keratinocytaire. 
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Le medicament selon I'invention est aussi inhibiteur du processus d'apprStement de 
I'antig^ne par les cellules dendritiques de la peau, de la maturation des cellules 
pr6sentatrices d'antigene, a savoir les cellules dendritiques deimiques et les cellules de 
Langerhans, du phenomene de reconnaissance ratre les lymphocytes et les cellules 
presentatrices d'antigdne. 

Ainsi, le medicament selon Tinvention est destin6 k la pr6vention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitu6 de I'ecz&na atopique et/ou de contact, des 
dennatoses inflammatoires, des demiatites iiritatives, de Tacnd, des maladies auto- 
immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du vitiligo, du 
pityriasis, des scldrodetmies, de I'arthrite rhumatolde, de la maladie de Crohn ou du 
rejet de greffe. 

Le m^cament selon I'invention est 6galement destine a la prevention et au tiaitement 
des derives inflammatoires chroniques liees au vieillissement et ses consequences. Le . 
medicament est notamment destine a la prevention ou au traitement des maladies 
choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les ' 
anomalies pigmentaires de la peau, I'hypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

Selon une variante de I'invention, le medicament est destine k diminuer le caractfere 
allergisant et/ou irritant d'une composition ou d'un parfum. 

Le medicament selon I'invention conq>rend avantageusement 0,001 k 50% en poids 
d'oligoibanmosides. 

Le medicameit selon la presente invention peut Stre fonnule pour etre administr^ par 
toute voie. U est avantageusement fonnuie pour Stre administre par voie topique, orale, 
sous-cutanee, injectable, rectale et genitale. 

Lorsque le medicament est formuie pour etre administre par voie orale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de solution aqueuse, emulsion, 
comprimes, geiules, capsules, poudres, granules, solutions ou encore de suspensions 
orales. 

Lorsque le medicament est fonnule pour Stre administre par voie sous-cutanee, ledit 
medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme d'ampoules 
injectables steriles. 



Lorsque le medicament est formul6 pour etre administre par voie rectale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de suppositoires. 

Lorsque le m6dicament est formula pour 6tre administrS par voie genitale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme d'ovules. 

Le medicament selon I'invention est de pr6f&^ce a ^plication topique. Le 
m6dicameat peut alors 6tre formula de manifere k se presenter par exemple sous fonne 
de solution aqueuse, de creme blanche ou color6e, de pommade, de lait, de lotion, de 
gel, d'onguent, de s6rum, de pate, de mousse, d'a6rosol ou de stick. 
La quantity du medicament selon Tinvention k administrer depend de la gravit6 et de 
l'anciennet6 de I'afifection traitee. Naturellement, le medecin adaptera aussi la 
posologie en fonction du malade. 



La presente invention conceme egalement une mdthode de traitement cosm6tique des 
peaux et/ou des muqueuses sensibles, irrit^es, intolerantes, k tendance alleigique. 
agees, soumises k un signal danger, presentant un trouble de la barridre cutan6e, 
pr6sentant des rongeurs cutandes ou pr6sentant un d6sequilibre immunologique non 
pathologique lie au vieillissement intrinsfeque, extrinsdque ou hoimonal, caract6ris6e 
en ce qu'elle consiste k ^pliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition 
conq>renant un melange d'oligorhamnosides tel que defini pr6c6demment. 
La pr6sente invention conceme aussi une m6thode de traitement cosm6tique pour 
retarder le vieiUissement naturel de la peau et/ou pour prdvenir le vieillissement 
acc616r6 de la peau soumise aux agressions ext&ieures, notamment pour prevenir le 
vieilUssement photo-induit de la peau, caract6ris6e en ce qu'elle consiste k appliquer 
sur la peau une composition comprenant un melange d'oligorhamnosides tel que d6fmi 
pr6cedemment. 

Dans le cadre d'une utilisation cosm^tique, la composition selon I'invention comprend 
avantageusement 0,001 k 50% en poids d'oUgorhamnosides, par rapport au poids total 
de la composition. 

Lorsque la composition cosmetique est formulae pour etre administr6 par voie topique, 
ladite composition se prfeente par exemple sous forme de solution aqueuse, de crfeme 
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blanche ou coloree, de ponmiade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de serum, de 
pate, de mousse, d'a6rosol, de shampoing ou de stick. 

5 D'autres caract6ristiques et avantages de I'invention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples reprSsent^s ci-aprte. Dans ces exemples on se r6f6rera 
aux figures suivantes. Ces figures et exemples sont destines h illustrer la pr6sente 
invention et ne peuvent en aucun cas 6tre interprd^s comme pouvant en limiter la 
port6e, 

10 

Figure 1 : Viability des cellules endoth61iales issues des gangUons lymphatiques 

p6ripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viability des cellules endoth^Iiales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence des oligorhamnosides. 



11 



Exemple 1 ; Synthase directe des oligorhamnosides 

Dans un ballon a 2 voies de 100 mL, sunnont6 d'm refrigerant droit M-mdme 6quip6 
d'une garde dess6chante (CaCh), on introduit sous balayage d'argon, 25 mL 
5 d'ac6tonitrile (s6ch6 sur tamis mol6culaire 3 A). Le rbamnose (360 mg) est introduit 
dans rac6tonitrile k chaud (65 "C), en quatre fractions 6quivalentes, en attendant la 
complete dissolution avant d'ajouter la fraction suivante. 

Le catalyseur acide /7-toluene sulfonique (APTS), 0,3 mL d'une solution h 0,6 M 
(rapport massique de 0,1 g/g de rhamnose) est ajout6 dans le m61auge maintenu sous 
10 argon. La solution est agitde (agitateur magn6tique) a 65°C pendant 40 minutes. 

Aprfes r6action, I'agitation est coup6e et le melange refroidi k temperature ambiante 
pendant 30 minutes. 

Le precipite (PI) forme est recupere par filtration sous vide sur un verre fritte de 
porosit6 4, puis est lave a 1' acetonitrile et a I'^ther anhydre, puis repris dans un 

15 minimum d'eau et lyophilise. On obtient ainsi 126 mg d'une poudre blanche 
correspondant aux oligorhamnosides, soitunrendementde 35 %. 
Le filtrat r6cup6r6 est evapor6 k I'fevaporateur rotadf sous pression r6duite (15 mmHg), 
on obtient ainsi 234 mg d'un solide (P2) correspondant k un melange 
rhamnose+oligoihamnosides de faibles masses mol6culaires. La distribution de taille 

20 ainsi que les masses des oligosaccharides synthdtises sont respectivement mesur6es par 
HPLC et par spectromdtrie de masse. 

Les oligorhamnosides (PI) et (P2) sont analys6s par chromatographic Hquide haute 
performance (HPLC) sur une colonne RSO-oligosaccharides, REZEX de marque 
Phenomex (200x10,0 mm) munie d'une colonne de garde (60x10,0 mm). Eluant 100 % 

25 H2O k un d6bit de 0,3 mL/min et k une temperature de colonne de 
80°C. Les echantillons injectes k 10 ^iL d'une concentration de 50 mg/niL dans I'eau, 
sont detect6s par un r6fractom6tre differentiel. Dans ces conditions, I'analyse dure 50 
minutes et permet de separer le rhamnose (47 minutes de temps de retention) des 
derives rhamnosyles (temps de retention de 15 a 44 minutes). 

30 Les masses des oligorhamnosides (PI) et (P2) sont detetmin6es par spectrom6trie de 
masse, 61ecti:ospray pour les degres de polymerisation de 1 4 5 et LSI-MS pour les 
degr6s de polymraisation de 5 i 12. Ces analyses de masses font apparaitre un degre 




maximum de polymerisation egale a 12. Tous les types de liaisons glycosidiques sont 
trouves, excepte le motif rhamnose oii toutes les fonctions hydimyles ont reagi. 

Exemple 2 ; S vnthese directe des oligorhamnosides 

5 

On procfede selon le protocole de I'exemple 1, mais dans ce cas la solution est agitee k 
40 pour une durde de 40 minutes conune selon I'exemple 1. 

Aprfes r6action et traitements suivant les mSmes protocoles que ceux decrits k 
Texemple 1, on obtient 72 mg de pr6cipite (PI) soit un rendement de 20 %• 
10 La masse de solide (P2) recuperee 6tant dans cet exemple de 288 mg. 

Les analyses HPLC et spectrom6trie de masse conduisent aux mdmes resultats que 
ceux obtenus selon le protocole de Texemple 1. 

Example 3 : S vnthese directe des oligorhamnosides 

15 

On procede selon les protocoles des exemples 1 et 2, mais dans ce cas la solution est 
agit6e k 65 ^C, mais pour une duree de 6 heures, Apres rdaction et traitements suivant 
les memes protocoles que ceux d6crits k I'exemple 1 et 2, on obtient 144 rag d'un • 
pr6cipit6 brun-jaune (PI) soit un rendement de 40 %. 
20 La masse de solide (P2) recuperee etant dans cet exemple de 216 mg. 

Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent m§mes r6sultats que ceux 
obtenus selon le protocole de I'exemple 1 et 2. 

Example 4 : Svnthese directe des oligorhamnosides . . . , _ 

25 

On procede selon les protocoles des exemples 1, 2, 3, mais dans ce cas la solution est 
agitee a 40 °C pour ime duree de 6 heures. Apres reaction et traitements suivant les 
memes protocoles que ceux decrits dans les exemples 1 a 3, on obtient 126 mg d'un 
precipite (PI) soit xm rendement de 35 %. 
30 La masse de solide (P2) recuperee etant dans cet exemple de 234 mg. 

Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux mSmes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 1^3. 
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Exemple 5 ; Svnthese directe des oligorhanmosides 

On procMe selon le protocole de I'exemple 1, mais dans ce cas la quantite totale de 
rhamnose introduite dans 1' ac6tonitrile k 65 est de 200 mg. 

Apres reaction et traitements suivant les m&nes protocoles que ceux decrits dans les 

exemples 1 ^ 4, on obtient 30 mg de pr6cipit6 (PI) soit un rsidement de 15%. 

La masse de solide (P2) r6cup6r6 6tant dans cet exemple de 170 mg. 

Les analyses HPLC et spectrom6trie de masse conduisent aux mSmes r6sultats que 

ceux obtenus selon les protocoles 1^4. 



Exemple 6 : Svnthfese directe des oligotiiamnosides 



On precede selon le protocole de I'exemple 1, mais dans ce cas la quantity de catalyseur 

APTS est plus importante, soit un rapport massique de 0,2 g/g de rhamnose. 

Apres r6action et traitements suivant les memes protocoles que ceux d6crits dans les 

exemples 1 a 5, on obtient 126 mg de pr6cipite (PI) soit un rendement de 35 %. 

La masse de solide (P2) r6cup6r6 6tant dans cet exemple de 234 mg. 

Les analyses HPLC et spectram6trie de masse conduisent aux m&nes r6sultats que 

ceux obtenus selon les protocoles Ik 5. 

Exemple 7 : Svnth»-«ift directe des oligorhanmosides 

On procMe selon le protocole de I'exemple 1, mais sur un volume d'acetonitrile et une 
masse de ihamnose plus importante et une dur6e plus longue. 

Dans un ballon k deux voies de 100 mL, sumiont6 d'un refng6rant droit, lui- meme 
6quip6 d'une garde dessechante (CaCIa), on introduit sous balayage d'argon, 80 mL 
d'acetonitrile sec. Le rhamnose (550 mg) est introduit dans I'acetonitrile chaud (65 "C) 
par petites fractions. Dans ce cas la solution est agitee a 65*0 pour une duree de 4 
heures. 

Apres r6action et traitements suivant les mSmes protocoles que ceux decrits dans les 
exemples 1 a 6, on obtient 137,5 mg de pr6cipit6 (PI) soit un rendement de 25 %. 
La masse de solide (P2) recup6r6 6tant dans cet «cemple de 412,5 mg. 
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Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux memes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 1 a 6. 

Exemple 8 : Svntfaese directe des oligorhamnosides 

5 

On procdde selon le protocole de I'exemple 1, mais en rempla^ant Tacide p- toluene 
sulfonique (APTS) par une r6sine acide comme TAmberlyst® 15 dry. 
Ce catalyseur (500 nnig) est ajout6 dans le melange maintenu sous argon. 
Apr&5 r6action et traitements suivant les m6mes protocoles que ceux decrits dans les 
10 exemples 1 a 7, on obtient 90 mg de precipite (PI) soit un rendement de 25%. 
La masse de solide (P2) recupere etant dans cat exemple de 270 mg. 
Les analyses HPLC et spectrometrie de masse conduisent aux memes resultats que 
ceux obtenus selon les protocoles 

15 Exemple 9 : S vnthese directe des oligorhamnosides 

Un ballon deux voles de 100 mL est suraionte d'un extracteur solide/liquide de type « 
soxhlet» muni d'une cartouche d'extraction, lui-m8me sunnont6 d'un refirig6rant droit, 
6quipe d'une prise de vide. La cartouche d'extraction est remplie de chlorure de 
20 calcium sec dans un rapport massique CaCl2/rhamnose=^0 et surmontee d'un coton de 
verre. 

Dans le ballon on introduit sous balayage d'argon, 80 mL d'acetonitrile (s6ch6 sur 
tamis mol6culaire 3 A). 
. Le rhamno^e (550 mg) .est introduit dans racetonitrile^ a chaud (65 °C), en quatre. 
25 fractions equivalentes en attendant la complete dissolution avant d'aj outer la fraction 
suivante. 

Le catalyseur acide j3-toluene sulfonique (APTS), 1 mL d'lme solution dans 
Pacetonitrile a 0,6 M (rapport massique 0,2 g/g de rhanmose) est ajoute dans le 
melange maintenu sous argon. 
30 Le montage est ensuite connecte & une source de vide (trompe i eau) munie d'un 
regulateur de pression afin d'atteindre 260 mbar. Une fois la pression atteinte, la 
solution est agitee (agitateur magnetique) i 65 ^C, temperature correspondant au reflux 
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de r acetonitrile a la pression choisie. Le vide et la temperature sont maintenus pendant 
4 heures, ce qui correspond i plusieurs cycles de remplissage et de siphonnage de 
I'extracteur. 

Apres reaction, le vide et I'agitation sont covqpes, et le mdlange refroidi k temp6rature 
ambiante pendant 30 minutes. 

Apr6s reaction et traitements suivant les mgmes piotocoles que ceux d^crits aux 

exemples U 8, on obtient 275 mg de pr6cipit6 (PI) soit un rendement de 50%. 

La masse de solide (P2) r6cup6r6e 6tant dans cet exemple de 275 mg. 

Les analyses HPLC et spectrom^trie de masse conduisent aux mSmes r6sultats que 

ceux obtenus selon les piotocoles I kB. 

Exemple 10; analyse pharmacologique des oligorhamnosides 

Les differentes cellules de I'immunit^ intervenant dans ces processus de 
rinflammation ont 6t6 6tudi6es. Ce sont les cellules dendritiques de la peau, les 
cellules endoth61iales, certains leucocytes et les k^ratinocytes. 

1) Principes des techniques de mesure de la viability cellulaire 
❖ technique de reduction du MTT, [3-(4.5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide] (commercialise par Si^na) 
Cette technique correspond k un test colorim6trique pemettant la quantification des 
cellules vivantes, metaboUquement actives de manifere non radioactive. Le MTT est 
une molecule cationique qui se fixe aux membranes des mitochondries de fa9on 
potentiel-dependant Au niveau des mitochondries le MTT sera reduit en bleu de 
formazan par la deshydrog6nase mitochondriale. Les cellules vivantes se colorent done 
en bleu, k I'inverse des cellules mortes qui restent transparentes. La mesure de la 
viabiKt6 est ensuite realis6e par mesure de la densit6 optique k I'aide d'un lecteur 
automatique. 

Toutefois cette m6thode d'analyse semble etre mieux adapt6e aux cellules adh6rentes 
(type keratinocytes) que pour les cellules non adhdrentes (monocytes et cellules 
dendritiques). Une autre etude a done 6te envisag^e pour conclure sur la cytotoxit6 des 
oligoriiamnosides vis-i-vis des cellules diff6renci6es analys6es : la cytometrie de flux 
en presence d'iodure de propidium. 
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❖ technique de reduction du sel de tetrazolium XTT. 

H s'agit d'mie teclinique permettant une quantification de la proliferation cellulaire et 
du nombre de cellules vivantes, (metaboliquement actives) sans incorporation 
d'isotopes radioactifs. Le XTT, de couleur jaune, est une nniolecule cationique qui se 
5 fixe aux membranes des mitochondries de fa9on potentiel-d^pendant, comme le fait le 
MTT, 

Au niveau des mitochondries, le XTT sera reduit en formazan (orange) par la 
tetrazolium reductase mitochondriale. Cette m^thode, plus onereuse que la m6thode du 
MTT, ne nScessite pas dans son protocole la lyse des cellules par le SDS pour lib6rer le 

10 colorant En effet le produit de reduction est soluble au sein de la cellule. La m6thode 
est ainsi plus rapide. Les cellules vivantes, en absence et en pr6sence d'un traitement 
avec xm produit se colorent, a Tinverse des cellules mortes qui restent incolores, Le 
taux de formazan produit est detecte au spectrophotometre pour une longueur d'onde 
de 450 nm et est directement proportionnel au nombre de cellules metaboliquement ? 

15 actives. 

2) test de toxicite > 

❖ Des k6ratinocytes sont isol6s et mis en culture a partir de biopsie de peau ^ 
humaine. Les mesures de densit6 optique (absorbance) des 4 puits trait6s avec la meme 

20 concentration de produits sont moyenn6es. Cette moyenne est compar6e i la moyeime 
des mesures obtenues pour les 4 puits temoin (test t de Student -comparaison des 
moyeimes- diff6rence significative a 95 % si p<0,05 et i 99 % si p<0,01). 
Les viabilites des cellules trait6es sont exprim6es en pourcentage par rapport au t6moin 
(cellules not! traitees) de 1 00 % QDO Iraite/ DO t6mqin x 1 00), 

25 Le rhanmose ne presente pas de cytotoxicite (cf. tableau 1), meme pour les 
concentrations les plus elev6es. 





Temoin 


Rhanmose 
1 mg/mL 


Rhamnose 
0,1 mg/mL 


Rhamnose 
0,01 mg/mL 


Rhamnose 
0,001 mg/mL 


% viability 


100 


104 


98 


100. 


95 


p (Student) 




0,504 


0,679 


0.991 


0,407 



. 17 



Les oligorhamnosides presentent une toxicite aux fortes concentrations, sup6rieures k 
5 mg/mL (c£ tableau 2). 





Temoin 


Oligo 
rhamnosides 
5mg/mL 


Oligo 
rhamnosides 
2mg/mL 


Oligo 
rhamnosides 
Img/mL 


Oligo 
rhamnosides 
0,lmg/mL 


Oligo 
rhamnosides 
0,01mg/niL 


% Viabilit6 


100 


75 


92 


92 


102 


117 


p (Student) 




<0,01 


0,072 


0,104 


0,554 


<0,01 



Tableau 2: Viabilit6 des Icfiratinocytes en presence de diffdrentes concentrations en 



oligorhamnosides. 

5 

❖ Des cellules endoth61iales ont 6t6 mises en culture, immortalisees at stabilisees 
dans leur phenotype. Les lignees cellulaires etudiees sont les cellules endotheliales 
d'appendice, les cellules endotheliales microvasculaire de cerveau, les cellules 
endotheliales de ganglions lymphatiques mesentherique, les cellules endotheliales de 
10 ganglions lymphatiques peripheriques, les cellules endoth61iales microvasculaires de la 
peau, 

Le test de cytotoxicit6 est r6alise au moyen d'un test biochimique sur la transformation 
d*un sel de tetrazolium, le MTT. Les resultats obtenus sont tres positifs, aucune 
toxicite n*est mise en Evidence, que ce soit sur le rhanomiose ou les oligorhamnosides 
15 testes (cf figures 1 et 2). La viabilite est en efFet toujour sup6rieure a 85 %, et ceci 
pour toutes les lign6es de celliiles etudi6es, 

F^ure 1 : Viabilite des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

peripheriques en presence de rhamnose. 
Figure 2 : Viabilite des cellules endothdliales issues des ganglions lymphatiques 

20 peripheriques en presence des oligorhamnosides. 

On note en particulier Tapparition d'un pic de stimulation correspondant a 4 heures 
d'incubation, temps necessaire pour Tinitiation de la synthase proteique. La presence 
de ce pic est interessante car il traduit que les cellules tolerent les oligorhamnosides 
(absence de toxicite), et les assimilent, Ces produits semblent enrichir le milieu de 

25 culture, 

Ces r6sultats sont similaires pour les autres lignees de cellules endoth61iales. 



I 71 vicpwi 
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3 ) Influence des oligorhamnosides sur des cellules humaines cultivees en 
milieu pro-inflammatoire 
• Sur les cellules dendritiques 

On analyse trois groupes de cellules, 1) celles qui n*ont jamais vu ni les 
5 oligorhanonosides, ni les signaux deactivation selectionnes, elles serviront de t6moin 
n6gatif, 2) celles qui ont ete incubees pendant 24 heures avec les signaux deactivation, 
elles serviront de t6moin positif, et enfin 3) celles qui ont 6te en contact pendant 24 
heures avec les oligorhamnosides. 

Le milieu de culture utilise est un milieu classique de type RPMI 1640 (Bioproducts), 
10 additionn6 de SVF 10% decomplemente de glutamine (2mM) et d'antibiotiques 
(penicilline et streptomycine, Bioproducts). Le liquide de rinfage utilise est un tampon 
PBI (Bioproducts). L'activateur cellulaire utilise est TINFy (SIGMA). 



Les resultats sont donnes dans le tableau 3 suivant : 





T6moin DMSO 


T6moin LPS 


T6moinnul 


Viability 
(lodure de 
propidium, PI) 


1,27% 


85,63% 


92,6% 


CD86 B7.2 
(Maturation) 


0,17% 


49,96% 


7,4% 




lOmg/mL 


5mg/mL 


Img/mL 


0,5mg/mL 


Ojlmg/mL 


0,05mg/mL 


Viabilite 
(lodure de 
propidium, PI) 


90% 


91% 


91% 


92% 


93% 


93% . 


CD86 B7.2 
(Maturation) 


10% 


6% 


4% 


4% 


5% 


3% 



Tableau 3 



15 La viabilite est determinee a partir de la mortalite traduite directement par la 
proportion de signal PL Les resultats presentes dans le tableau 3 traduisent la viabilite 
cellulaire (100-mortalite), proportion de cellules vivantes dans chaque puit 6tudi6. 
L'efFet allergisant est traduit par la maturation des cellules dendritiques et par 
I'expression du recepteur CD86 B7.2. Plus ce recepteur est exprim6, plus la proportion 

20 de cellules matures est importante, et plus le deriv6 rhamnosyle 6tudi6 a des efifets 
allergisants. 

Les oligorhamnosides ne provoquent ni mort cellulaire, ni activation ou maturation 
acceleree des cellules dendritiques. En ejBfet, les cellules dendritiques 6tudiees 
continuent a exprimer les recepteurs sp6cifiques des cellules dendritiques immatures 
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ou ne presentent pas line augmentation de Texpression des autres marqueurs 
membranaires temoins d'une maturation. En particulier les r6sultats sont n6gatifs en ce 
qui conceme la densite 61evee des molecules CD86 caiacteristiques des cellules 
dendritiques matures, les cellules dendritiques n'ont done pas consider6 les 
5 oligorhanmosides t^st6s conune des signaux deactivation capables d'acc616rer ou de 
transformer un DC immature en DC activ6e voire mature. 

• Dosage de I 'IL-S liberie par les keratinocytes stimulees avec I 'activateur IL-l P 
Le dosage de riL-8 permet d'evaluer les proprietes anti-inflammatoires des 

10 oligorhanmosides lorsqu'ils sont ajoutes simultanement a Tactivateur utilise : I'lL-lp. 
Ce dosage est realise sur le sumageant r6cup6re apres le traitement. En effet, les 
keratinocytes humains normaux (KHN) mis en contact avec Tactivateur IL-ip 
secrfetent de 1*11^8 et sa concentration dans les sumageants cellulaires passe de 
pg/mL/fig prot^ines pour des KHN non trait6s a environ 32 pg/mL/|xg prot6ines 

15 pour ceux qui sont actives. 

Pour affiner le dosage de la cytokine, un dosage suppl6mentaire est realist, celui des 
proteines cellxilaires. II pennettra d'exprimer, pour chaque puits, la quantite d'IL-8 
s6cret6e par ixg de proteines cellulaires (methode BCA decrite en partie 
exp6rimentale). 

20 Les keratinocytes sont traitSs 24 heures avec oligorhanmosides et avec Tagoniste IL- 
Ip. Apres 24 heures, la cytokine IL-8 liberee dans les sumageants cellulaires est 
quantifi6e au moyen d'un test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). 
La ganmie standard du kit commercial permet de faire correspondre I'absorbance 
mesuree a 450nm et la concentration en IL-8 (pg/mL) presente dans chacun des 

25 sumageants cellulaires, 

Les differentes concentrations testees sont 6valu6es sur 4 puits cellulaires. On obtient 
ainsi 4 valeurs distinctes de concentration en IL-8 (pg/mL) pour chaque condition de 
traitement. Ces quantifications peuvent etre rapport6es i la quantit6 de proteines par 
puits. 

30 Une premiere exp6rience consiste k incuber TIL-lp et les oligorhamnosides en mSme 
temps pendant 24 heures. Les r6sultats ci-apr6s (cf. tableau 4) representent la moyenne 
de ces 4 valeiws et TScart type. 
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Traitement 


Moy, IL-8 (pg/mL/jigprot6ines) 


% inhibition 


T6moin n6gatif 


3,6 d= 0,9 




Temoin positif (EL-l P) 


32,3 ± 8,7 




Stimulation DL-ip, 1 ng/mL 


1 mg/iuL 


23,5 ± 6,6 


27% 


0,1 mg/mL 


31,7 ±5,5 


/ 


0,01 mg/mL 


31 ± 9,3 


/ 


0,001 mg/mL 


30,1 ±5,9 


/ 



Tableau 4 : R^sultats du traitement des KHN avec I'lL-ip et differrates concentrations en 



oligorhamnosides pendant 24 heures. 
Les r6sultats montrent que la mise en contact directe des oligorhamnosides avec 
Tactivateur contribue k son inhibition, (27 %, 1 mg/mL) (cf. tableau 5) et que cet effet 
5 n'est plus remarqu6 quand la concentration en oligorhamnosides diminue. 

Une seconde experience est r6alis6e oil les oligorhamnosides sont utilises en 
pr6traitement pendant 8 heures sur les KHN avant d'ajouter TIL-ip et les 
oligorhamnosides en mSme temps pendant 24 heures. 

Comme prec6denmient, les deux dosages sont realises (IL-8 et proteines). Les resultaits 
10 sont resumes dans le tableau precedent (cf. tableau 5). ""^ 



Traitement 


Moy. IL-8 (pg/mL/(xgpi:bteines) 


. . % inhibition 


Temoin n6gatif 


5,5 ± 0,9 




Temoin positif (EL-l P) 


141,0 ±12,7 




Stimulation DL-ip, Ing/mL 


1 mg/mL 


101,3 ± 16 


28% 


0,1 mg/mL 


117,0±19?8 


17% 


0,001 mg/mL 


' 116,9±15 - - 


17% 



Tableau 5 : Resultats du traitement des KEIN avec VIL-ip et di£f(§rentes concentrations en 



oligorhamnosides pendant 24 heures aprte 8 heures de pr6traitement avec les 
oligorhamnosides. 

Les r6sultats montrent que la mise en contact en condition de pr6traitement des KHN 
15 avec les oligorhamnosides ne contribue pas vraiment k une augmentation de 
Pinhibition, (28 %, 1 mg/mL). Cependant cette inhibition est maintenant observable a 
plus faible concentration. Ceci nous peimet de conclure que le pr6traitement avec les 
oligorhamnosides favorise I'inhibition de la liberation d'IL-8 dans le siumageant 
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Nous pouvons supposer que les oligorhamnosides occupent les sites r6actionnels des 
keratinocytes conduisant a rinhibition de la reaction secondaire (blocage des sites de 
riL-iP), cependant nous ne pouvons pas conclure sur le m6camsnie d'inhibition du 
processus inilammatoire. 

5 

• Dosage de la prostaglandine, SketoPGFio, apres stimulation des k6ratinocytes par 
lePMA. 

La prostaglandine 12 (PGI2) est un metabolite instable de la voie de d6gradation de 
Tacide arachidonique. Comme la prostaglandine E2, il s'agit d'un mediateur de 
10 r inflammation aux proprietes vasodilatatrices. L'instabilite de la PGI2 reside dans sa 
conversion rapide (hydratation non enzymatique) en 6-keto prostaglandine Fia (6- 
ketoPGFia). C'est done cette prostaglandine qui est messuree en tant que marqueur de 
la synthase de PGI2- 



Traitement 


Moy. 6-fcetoPGFia 
(pg/TdL/\ig prot£ines) 


% inhibition 


TSmoin n6gatif 


24,4 ±5,5 




T6inom positif ODL-ip 1 ng^rnL) 


27,3 ±2,2 




Temoin positif (PMA 10 ng/ntiL) 


33,5 ±2,3 




Stimulaticm 2 heiires li^f 0 1 ng/mL 


1 mg/mL 


23,5 ±1,2 


14% 


0,1 mg/mL 


21,8 ±0,8 


20% 


0,001 mg/mL 


25,4 ±3,6 


/ 


Indom6lhacine 1 jiM 


22,6 ±3,4 


17% 


Stimulati6n'2'£eures FMA~lT) ng/^nL 


I mg/mL 


27,5 ±4,9 


18% 


0,1 mg/mL 


27,4 ±4,6 


18% 


0,001 mg/mL 


29,4 ±4,4 


12% 


Indom6thacine 1 pM 


20,9 ±4,9 


37% 



Tableau 6: Resultats du traitement des KHN avec TIL-lp, le PMA et difTerentes 
15 concentrations en oligorhaninosides apres 4 heures de pr6traitement avec les 

oligorhamnosides 
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Le PMA ou phorboH2-myristate-13-acetate, est un activateur de la prot6ine kinase C. 
C'est un activateur non physiologique qui mime Teffet des cytokines dont TIL-ip sur 
les KHNs, et incite la cellule a lib6rer une molecule lipidique, la prostaglandine 
6ketoPGFia- Cette prostaglandine est dos6e au moyen d'un test ELISA. Les deux 
activateurs IL-ip et PMA sont utilises. L'indomethacine, analg^sique de type aspirine 
est un anti-inflamatoire (AINS) qui stimule la r6incorporation de Tacide arachidonique 
libre dans les triglycerides pour diminuer la liberation des 6icosanoYdes. II est utilis6 
comme inhibiteur de la liberation de 6-ketoPGFia. 

Deux experiences ont ete realisees, la premiere consiste a pretraiter les KHN avec les 
oligorhamnosides pendant 4 heures, suivi de la stimulation pendant 2 heures, toujours 
en presence des oligorhamnosides. Les r6sultats sont r6sum6s dans le tableau 6 
pr6c6dent. 

Une seconde experience a 6t6 r6alis6e oil le pr6traitement avec les oligorhanmosides a 
6t6 prolong^ k 12 heures. Les r6sultats sont resumes dans le tableau 7 suivant. • 



Traitement 


Moy. 6-ketoPGFia ^ 


% inhibition f V 




(pg/mL/|xg proteines) 


* I' 


T6moin negatif 


19,5 ±4,5 




T6moin positif (DL-lb 1 ng/mL) 


35,5 ±5,3 




Stimulation Z heiures IL-1 P 1 ng/mL 


2mg/mL 


28,2 ±3,8 


21% 


1 mg/mL 


30,6 ±3,1 


14% 


0,5 mg/mL 


35,2 ±0,4 


/ 


0,1 mg/mL 


31 ±5,1 


/ 


Indomethacine 


22,6 ±3,4 


36% 



Tableau 7 : R&ultats du traitement des KHN avec TBL-ip et diff6reiites concentrations en 
oligorhamnosides apres 12 heures de pr^traitement avec les oligorhamnosides 



Dans ces conditions experimentales, la liberation du m6diateur 6-ketoPGFla par les 
KHN stimules est faible. II apparaJt toutefois une legfere inhibition de celle-ci lorsque 
les cellules sont traitees par les oligorhamnosides a forte concentration, superieure k 
1 mg/mL. 
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• Dosage de la PGEj libdree par les KHN stimulees par le PMA. 
Les oligorhanmosides ont pu gtre 6valu6s en tant qu'inhibiteur de la liberation de PGE2 
dans les sumageants cellulaires. Ces produits sont mis en presence des KHN en mSme 
temps que le PMA a 1 ng^, Chaque condition test6e est dvalu6e sur 4 puits de KHN 
pour la stimulation. 

Apr^ 24 heures de traitement. les r&ultats r6smn6s dans le tableau 8 suivant 
repifeentent les moyennes des valeuis des concentrations en PGE2 (pg/mL) donn6es 
dans chacun des sumageants cellulaires stimul6s ou non et rapportees a une quantite de 
cellules exptimees en jig. 



Oligorhanmosides 



2 mg/mL 



58% 
72% 



1,5 mg/mL 



60% 



1 mg/mL 



25% 
53% 
49% 



0,5 mg/mL 



27% 



0,1 mg/mL 



Tableau 8 : Pourcentage d'inhibition de la liberation de PGE^ en fonctio n de k concentratiQn 
des d6riv6s rhanmosyles. 

Les oligorhanmosides inhibent la Kb&ation de PGE2 k des concentrations assez 
61ev6es : 2 mg/mL k 1 mg^iL avec une inhibition moyenne de 50 a 60 %. Pour des 
concentrations inferieures, son pouvoir inhibiteur diminue et devient nul k 0,1 mg/mL. 

. Dosage des molecules LTB4 et PGE2 liberies par les polynucl6aires neutrophiles 
humains 

Les neutrophiles sont isoles de sang courant humain et purifies par un pTOc6d6 original. 
Us sont ensuite activ6s par un tampon de stimulation qui provoqueia la liberation des 
deux types de molecules lipidiques issues des voies cyclo-oxyg6nase et Upo- 
oxygenase, d6riv6es de Tacide arachidonique. k savoir le leucotriene LTB4 et la 
prostaglandine PGEj. Ce tampon de stimulation contient en particuher des ions Ca^ et 
Mg2^ Ces dosages sont effectu^s au moyen d'un kit commercial qui r6pond k une 
m6thode de dosage de type ELISA. 

La viability cellulaire des neutrophiles trait6s avec les oligorhamnosides est evalu6e au 
bleu trypan. Les viabilitees sont bonnes m&ne aux concentrations les plus dlevees en 
oligorhamnosides. 
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Les resultats representent les moyennes des valeurs dosees dans deux sumageants de 
cellules stimul6es au cours d'une m6me experience. 

Les resultats obtenus sur I'inhibition de la liberation des molecules lipidiques sont 
r6sum6s dans le tableau 9 suivant 



PGE2 liberee (pg/mL) 



Traitranent 



T&noinn6gatif 



1 mg/tnL 



0,5 mg/tnL 



0,1 mg/tnL 



£n.dom6thacine 
1 nM 



Satis stitnulation 



3,2 ±0,3 



4 ±0,7 



4,3 ±0,6 



Stimulation 



22,1 ± 2,8 



19,6 ±2,3 



22,8 ± 0,9 



4,6 ±0,6 



4,5 ±0 



20 ±2,6 



6,8 ±1 



LTB4 Vi!o&r€e'^sfraL) 



% inhibition 



11% 



69% 



Traitement 



Sans stitnulation 



Stitnulation 



% inhibition - 



T6moin n6gatif 



24,3 



2494 ±105 



1 mg/mL 



19,8 



1857 ±97 



26% 



0,5 mg/mL 



33,3 



2199 ±122 



12% 



0,1 mg/mL 



34,1 



2073 ± 169 



17% 



10 



15 



NDGA0,1 \sM 



684 ±185 



73% 



Tableau 9: Resultats du traitement des polynucl&dies neutrophiles avec un tanqjon de 
stimulation et diffirentes concentrations en oKgotliamnosides. 

L*indom6thacine est utilisS conune inhibiteur sp6cifique de la liberation de PGE2 et 
I'acide Nordihydroguaiar6tique cdmme inhibiteur sp6cifique de la liberation de LTB4. 
Ce tableau pennet de conclure qu'il y a une tr& feible infiibition de la' lib6ratidri de 
PGE2 (11 %) observee ^res le traitement des neutrophiles avec les oligorhanmosides. 
Cependant, en pr6sence d'une concentration de 1 mg/mL d'oligorhamnosides, une 
inhibition de la Ub6ration de LTB4 de 26 % est obtenue et confirm6e. 

En conclusion, les oligorhamnosides k ime concentration de 1 mg/mL assurent une 
inhibition de la liberation de I'lL-S de 27 k 28 % par des BCHN dans deux experiences 
ind6pendantes cependant la liberation de 6-ketoPGFla par les KHN est tres 
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Mg^rement diminuee. A plus fortes concentrations, de 1 a 2mg/inL les 
oUgorhamnosides inhibe en moyenne de 50 k 60 % la Uberation de PGEa par des KHN, 
Ces memes molecules k une concentration de 1 mg/mL contribuent k una inhibition de 
21 et 26 % de la liberation de LTB4 par des neutrophiles dans deux experiences 
ind^pendantes. Ces molecules n'ont aucun eflfet sur la liberation de PGE2 par des 
neutrophiles humains. 
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REVENDICATIONS 

1- Precede de preparation d'oligorhanmosides, caracterise en ce qu*il comprend les 
6tapes successives suivantes : 

a) autocondensation du rhamnose en une seule etape r6actioraielle dans 
rac6tonitrile en presence d*im catalyseur acide et precipitation des 
oligorhamnosides ainsi fonn6s ; ptds 

b) r6cup6ration du precipit6 obtenu suite k T^tape a), comprenant les 
oligorhamnosides, par filtration. 

2- Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la temperature du melange 
reactionnel, lors de Tetape a), est comprise entre 20 et 120°C, avantageusement entre 
35et75°C. 

3- Proc6de selon Time quelconque des revendications pr6cedentes, caracterise en ce 
que le catalyseur acide est choisi dans le groupe constitue par T acide chlorhydrique, 
racide sulfiirique, Tacide phosphorique, Tacide ortho-, m6ta-, et para-tolu6ne 
sulfonique, Tacide benzene-sulfonique, les acides benzene-sulfoniques substitufe, 
Tacide m6ttiatte-stdfonique, les acides de Lewis, notamment le chlorure de zinc ou le 
chlorure ferrique, des argiles acides, notamment la montmorillonite K-10, des r6sines 
acides synthetiques, les z6olithes ou leurs combinaisons. 

4- Procede selon Tune .quelconque des revendications precedentes^^ caracteris6 en ce 
que Teau form6e pendant la reaction d*autocondensation de Tetape a) est eliminee 
physiquement ou chimiquement. 

5- Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la technique d'elimination de 
I'eau comprend Tutilisation d'un agent de dessiccation choisi dans le groupe constitue 
par les carbonates, les sulfates, le chlorure de calcium, le pentaoxyde de phosphore, 
des tamis mol6culaires ou des combinaisons de ces divers agents de dessiccation. 
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6- Procede selon Tune quelconque des revendications prec6dentes, caracterise en ce 
que Tetape a) est realis^e a pression atmospherique et sous atmosphere d'un gaz inerte, 
tel que T argon ou Tazote, 



5 7- Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1^6, caracterise en ce que 
I'etape a) est r6alis6e a pression rSduite, en autoclave. 

8- Proced6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracteris6 en ce 
que pr6alablement k V€tapo b), le melange reactionnel est refroidi jusqu'i une 

1 0 temp6rature comprise entre la temperature de r6action de condensation et O^'C. 

9- Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le m61ange r6actionnel est 
refroidi jusqu'^ la temperature ambiante, avantageusement jusqu*a 20''C. 

15 10- Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le precipit6 recup6re suite a I'etape b) est lave a racetronitrile. 

IL Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications prdcedentes, caracterise en ce 
que Tacetonitrile compris dans le filtrat obtenu suite k Tetape b) est evapor6 afin de 
20 r6cup6rer un second pr6cipit6 comprenant des oligoriaamnosides. 

12- Composition comprenant un melange d'oligorhamnosides susceptible d*6tre 
obtenu par le proced6 selon Tune quelconque des revendications 1^10, caracteris6e en 
ce que lesdits oligorhamnosides contiemient de 2 i 12 motifs rharanoses, 
25 avantageusement de 2 ^ 9 motifs rhamnoses. 



13- Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce que la distribution des 
oligorhamnosides en fonction de leur degre de polymerisation suit approximativonent 
une loi de distribution type loi de Poisson. 

30 
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.14- Composition selon les revendicatiotis 12 ou 13, caracterisee en ce que las motifs 
rhamnoses ont jusqu'a trois de leurs fonctions hydroxyles qui sont impliquees dans la 
foraiation de liaisons glycosidiques. 

15- Medicament comprenant une composition telle que definie k Tune quelconque des 
revendicadons 12 k 14* ' 

16- Medicament selon la revendication 15, destine a reguler les mecanismes 
inflammatoires. 

17- Medicament selon la revendication 15 ou 16, destine a la prevention ou au 
traitement des reactions ou pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de la 
peau et/ou des muqueuses, 

18- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, destine a in^iber 
la reponse inunime liee au stress inflammatoire. 

19- Medicament selon Txme quelconque des revendications 15 a 18, destine a inWber 
Tactivation des leucocytes, la secretion des cytokines k6ratinocytaires, le phenomene 
d'hyperplasie keratinocytaire, le processus d'appr&temrat de Tantigfene par les cellules 
dendritiques de la peau, la maturation des cellules presentatrices d'antigene, le 
phenomfene de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules presentatrices 
d'antigSne. 

20- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 k 19, destine a la 
prevention ou au traitement des maladies choisies dans le groupe constitue de recz6ma 
atopique et/ou de contact, des dermatoses inflaramatoires, des dermatites irritatives, de 
Tacne, des maladies auto-immimes telles que le psoriasis, de la photo-immuno- 
suppression, du vitiligo, du pityriasis, des scierodermies, de rarthrite rhumatolde, de la 
maladie de Crohn ou du rejet de greffe. 
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21- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 20, destine a la 
prevention et au traitement des derives inflammatoires chroniques liees au 
vieillissement et ses consequences. 

5 22- Medicament selon la revendication 21, destine k la prdvention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitu6 par les sensibilisations anaphylactiques, les 
anomalies pigmentaires de la peau, rhypervascularisation demiique, les fissurations 
inflammatoires. 

10 23- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 i 22, destine a diminuer 
le caractfere allergisant et/ou irritant d'lme composition ou d'un parfum. 

24- Medicament selon Tune quelconque des revendications 15 a 23, caracterise en ce 
qu'il comprend 0,001 ^ 50 % en poids d'oligorhamnosides. 

15 

25- Methode de traitement cosm6tique des peaux et/ou des muqueuses sensibles, 
irrit6es, intolerantes, k tendance allergique, ag6es, soumises a un signal danger, 
pr6sentant un trouble de la bairidre cutanee, pr6sentant des rongeurs cutan^es ou 
prSsentant un desequilibre immimologique non pathologique lie au vieillissement 

20 intrinseque, extrins^que ou hormonal, caracteris6e en ce qu'elle consiste a appliquer 
sur la peau et/ou les muqueuses une composition selon Tune quelconque des 
revendications 12 i 14. 

26- Methode de traitement cosmetique pour retarder le vieillissement naturel de la peau 
25 et/ou pour prevenir le vieillissement accelere de la peau soumise aux agressions 

exterieures, notamment pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau, 
caracterisee en ce qu*elle consiste a appliquer sur la peau une composition selon Time 
quelconque des revendications 12 a 14. 
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documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
1^ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

^ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



